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Abstract of DE1 9637230 

Peptides (I) and (II), their salts and esters, and derivatives with residues 1, 2, 28, 29 and/or 30 deleted, 
are new: R1R2N-HSDGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGX-COR3 (I) R1R2N- 
HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGX-COR3 (II) R1 = hydrogen, acetyl, trifluoroacetyl, 
adamantyl, fluorenyloxymethyl, benzyloxymethyl, butoxycarbonyl, Alloc (not defined), 1-6C alkyl, 2-8C 
alkenyl or 7-9C aralkyl R2 = R1 except that 1-6C alkyl is replaced by 4-6C alkyl R3 = OR4 or NR4R5 
R4 = H or 1-6C alkyl R5 = H or 1-6C alkyl. Also new are derivatives of (I) and (II), with up to 1 1 specific 
modifications in the peptide chain. 
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(3) Exendin-Analoga, Verfahren zu deren Herstellung und diese enthaltende Arzneimtttel 

(§) Diese Erfindung betrifft neue Exendin-Analoga, welche bei 
der Therapie des Diabetes mellitus eingesetzt werden 
kdnnen, Verfahren zu deren Herstellung und diese enthalten- 
de Arzneimittel. Die Exendin Analoga letten sieh von 
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Beschreibung 

Diese Erfindung betrifft neue Exendin-Analoga, welche bei der Therapie des Diabetes meflitus eingesetzt 
werden kdnnen, Verf ahren zu deren Herstellung und diese enthahende ArzneimhteL 

5 

Hintergrund der Erfindung 

Eine funktionefle Verbindung zwischen Dunndarra and exokrinem Pankreas wurde in den sechziger Jahren 
bewiesen, nachdem die exakte Bestimmung von Insulin ira Plasma moglich wurde. Die Insulinantwort nacb 

10 oraler Glukosegabe ist wesentlich kraftiger als die nach intravenoser Glukoseapplikation, auch wenn identische 
Glukoseplasmaspiegel erreicht werden. Diesen "Inkretin-Effekt* erklart man im funktionellen Verbund der 
entero-insularen Achse. Verantwortlich fur diesen Effekt sind Darmhormone, die nach Mahkeiten vom Dunn- 
darm freigesetzt, erhoht meBbar im Plasma zirkulieren und die Glukose-induzierte Insulinfreisetzung verstar- 
kea Neben dem klassischen Inkretinhormon "Gastric inhibitory polypeptide F (GIP), ist heute "Glucagon-like 

15 peptide- r (GLP-i) in den Vordergrund des Interesses geruckt In relativ kurzer Zeit ist GUM vom physiolo- 
gisch interessantesten Inkretinhonnon-Kandidaten zur potentiellen Alternative zur Behandlung des Diabetes 
mellitus Typ II gereift Die vorliegende Erfindung beschreibt neue Substanzen, die dem naturiich vorkommen- 
den GLP-1 Molekul in der Wirkung nachempfunden sind. Die neuen Substanzen zeichnen sich durch erhohte 
Stability bei erhaltener Wirksamkeit aus. 

20 

Antidiabetogene Wirkung 

Infusion und subkutane Injektion von GLP-1 bewirken bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ II eine 
deutliche Steigerung der Insulinsekretion sowie eine Hemmung der Giukagonfreisetzung (Gutniak, M (1992); 

25 Kreymann, E (1987); Nathan* DAI (1992); Nauck, MA. (1993a & b)). Beides ist aus therapeutischer Sicht von 
Interesse und an der blutzuckersenkenden Wirkung von GLP-1 beteiligt: Insulin fdrdert an seinen Zielgeweben 
die Glukoseaufnahme sowie eine Hemmung der Glukoneogenese, Desweiteren ist bei GLP-1 -Analogen eine 
Verstarkung der Glukoseaufnahme in der Peripherie zu erwartem Die Hemmung der Glukagonsekretion muB 
als indirekte GLP-l-Wirkung angesehen werden, da Glukagon-produzierende A-Zellen keine GLP-1 Rezepto- 

30 ren exprimieren (Komatsu, R. (1989)). Vielmehr scheint dafur die erhohte Insulin- und Somatostatinfreisetzung 
ausschlaggebend zu sein. Beide Hormone sind als Hemmstoffe der Giukagonfreisetzung bekannt 

Sicherlich tragen zwei molekulare Mechanismen zur GLP-1 -induzierten Insulinfreisetzung bei Diabetes melli- 
tus Typ II bei Neben der direkten Verstarkung der Ghikose-induzierten Insulinfreisetzung sensibHisiert GLP-1 
eine Subgruppe von B-ZeDen gegenuber dem Schl&sselreiz "Glukose" (Fehmann, PLC (1991)) und mogiicherwei- 

35 se auch gegenuber weheren Stimuli, so dafi insgesamt mehr B-Zeilen Insulin sezernierea Diese 'Triming'-Wir- 
kung erklart am ehesten die Tatsache, dafi GLP-1 trotz seiner relativ kurzen Plasma- Halbwertszeit zu einer 
langanhaltenden Insulinf reisetzung fuhrt 

Diese Wirkung ist abhangig von erhohten Glukose-Spiegeh ( > 108 mg/dl) (Goke, R. (1993a)). Sie onterschei- 
det GLP-1 grunds&tzlich von den SulfonyDiarnstoffen, die die Insulinsekretion unabhingig vom Gmkose-Plas- 

40 maspiegel beeinflussen. Sinkt der CHukosewert unter 108 mg/dl, so versiegt die Insulinsekretion selbst bei 
intravenoser Infusion von GLP-1. Daher sind beim therapeutischen Einsatz von GLP-1 kaum Hypoglykamien zu 
erwarten. Tatsachlich wurden sie in den bisherigen klinischen Studien auch nicht bescfarieben. Problematisch 
sind allerdings die pharmakokinetischen Eigenschaften von GLP-1. Aufgrund seiner sehr kurzen Halbwertszeit 
ist die Wirkdauer nur begrenzt 

45 Aus therapeutischer Sicht ist in jedem Fall die Synthese stabiler und wirkungsstarker GLP-1 analoger Peptide 
wQnschenswert Es wurden nun auf der Basis des ursprunglich aus dem Gift von Echsen isolierten MolekQls 
Exendin Peptidanaloga synthetisiert, mit dem Ziel verbesserte abbaustabflisierte Therapeutika mh veriangerter 
Wirkdauer zur Behandlung des Diabetes mellitus zu entwickeln. Diese Peptide haben die gleiche pharmakologi- 
sche Wirkung wie GLP-1, weisen aber uberraschenderweise eine deudich langere Halbwertszeit auf. 

50 Die als Gegenstand der Erfindung beschriebenen neuen Peptidsequenzen zeigen Wirkung auf Insuiinsynthese 
und -abgabe sowie Wirkung auf den Insulineffekt insbesondere die Glucoseaufhahme in den Zielgeweben 
Muskel- und Fettgewebe, sowie der Magenentleerung. 

Gegenstand der Erfindung 

55 

Die vorliegende Erfindung basiert auf der Sequenz von Exendin-3 und Exendin- 1, Peptiden, welche aus dem 
Sekret von Heloderraa horridum bzw. Heloderma suspectum isoliert wurden (Eng, J. et al (1990, 1992)). Die 
Aminosauren-Sequenz und Wirkung der beiden Peptide am Pankreas wurde bereits von mehreren Autoren 
publiziert (Eng, J. et al (1990); Raufman, J. P. (1992); Goke, R. (1993b); Thorens, B. (1993))^ Gegenstand dieser 
60 Erfindung sind neue verkurzte Exendin-Fragmente, welche die Arainosiuresequenzen von Exendin-3^1 —30), 
oder Exendin-4-(l-30) umfassen, wobei das C-terminale Ende dieser Sequenzen um bis zu 3 AminosSuren 
verkfirzt, vorzugsweise um hochstens 1 AminosSure, und das N-terminale Ende um bis zu 2, vorzugsweise 
hochstens 1 Aminosaure, verkOrzt sein kann. Besonders bevorzugt sind also Peptidfragmente mit den folgenden 
Sequenzen; insbesondere sind die Peptidfragmente, die auf Exendendin-3-(l —30) (Seq. ID No. 1 ) beruhen: 

65 
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SEQ ID NO: 1 basiert aufExendin-3 



1 5 10 15 

HSDGTFTSD L S KQME EEAV 

20 25 30 

RLFlEWLKNGXt 

SEQ ID NO: 2 basiert auf Exendin-4 



10 



15 



20 



15 10 15 

HGEGTFTSD L S KQM E E EAV 

20 25 30 35 38 

R LFIEWLKNGXi 

wobei die Aminosauren an Position 1, 2, 28, 29 oder 30 je nach gewunschter Kettenlange Teil der Sequenz sein 25 
k5nnen. Die Peptide sind vom N-Terminus zum C-Terininus durchnumeriert Xi bedeutet eine proteogene oder 
nichtproteogene Aminosaure auBer Glyrin. 

Die Carboxylgruppe COR3 der Aminosaure am C-terminalen Ende kann in freier Form (R3 = OH) oder in 
Form eines physiologisch vertraglichen Alkali- oder Erdalkalisalzes, wie z. B. des Natrium-, Kalium- oder 
Calciumsalzes vorliegen. Die Carboxylgruppe kann auch mit primaren, sekundaren oder tertiaren Alkoholen 30 
verestert sein, wie z. B. Methanol, verzweigten oder unverzweigten Q — (VAikylalkohoIen, insbesondere Ethy- 
lalkohol oder tert-ButanoL Die Carboxylgruppe kann aber auch mit primaren oder sekundaren Aminen amidiert 
sein, wie z. B. Ammoniak, verzweigten oder unverzweigten Ci — Q- Alkylarainen oder Q — Ce-Di-AJkylaminen, 
insbesondere Methyiamin oder Dime thylamin* 

Die Aminogruppe der Aminosaure NR1R2 am N-tenninalen Ende kann in freier Form (Ri, R2 = H) oder in 35 
Form eines physiologisch vertraglichen Salzes, wie z. B. des Chlorides oder Acetats vorliegen. Die Aminogruppe 
kann auch mit Sauren acetyliert sein, so dafi Ri = H und R2 = Acetyl-, Trifluoracetyl-, Adamantyl-, oder durch 
die gangigen Aminoschutzgruppen der Peptidchemie, wie z. B. Fmoc, Z, Boc, Alloc geschutzt vorliegen, oder 
N-aUcyliert sein mit Ri und/oder R2 = Q -Q-Alkyl oder Q-GrAlkenyl oder Cy-Qj-AralkyL 

Unter Alkylresten werden geradkettige, verzweigte oder gegebenenfalls ringformige AB^lreste verstanden, 40 
vorzugsweise Methyl, Ethyl, Isopropyl und CycIohexyL 

Alle Exendin-Fragmente kdnnen als voll oder partiell geschutzte Derivate vorliegen. 

Gegenstand dieser Erfindung sind auBerdem Exendin-Fragmente mit den oben genannten Eigenschaften und 
Sequenzlangen, bei denen zusatzlich mindestens eine aber maximal elf der unter (a) bis (p) aufgefuhrten 
Modffikationen durchgefuhrt wurden. Bevorzugt sind solche Exendin-Fragmente, die maximal 9, besonders 45 
bevorzugt sind solche, die maYimal 5 der unter (a) bis (p) aufgefuhrten Modifikationen aufweisea 

(a) Die a-Aminosaure in Position 1 ist D— His, Ala, D— Ala, Gly, Lys oder D— Lys, wobei Ala, Gly oder Lys 
besonders bevorzugt werden; oder 

(b) Die a-Aminosaure in Position 2 ist Ser, D-Ser, Thr, D-Thr, Gly, Ala, D- Ala, He, D- He, Val, D— Val, 50 
Leu oder D - Leu, bevorzugt Ser, Thr, Gly, Ala, Val, Be oder Leu; oder 

(c) Die a-Arainosaure in Position 3 ist Glu, D— GAu, Asp, D— Asp, Ala oder D— Ala, bevorzugt CHu, Asp 
oder Ala; oder 

(d) Die Aminosiure in Position4 ist Ala, D— Ala oder {J- Ala, bevorzugt Ala; oder 

(e) Die a-Aminosaure in Position 5 ist Ser, Tyr oder Ala; oder 55 

(f) Die a-Aminosaure in Position 6 ist Ala, He, Val, Leu, Cha oder Tyr, bevorzugt Ala, He, Val, Leu oder Tyr; 
oder 

(g) Die a-Aminosaure in Position 7 ist Ala, D- Ala, Tyr, D-Tyr, Ser, D-Ser oder D-Thr, bevorzugt Ala, 
Tyr oder Ser; oder 

(h) Die a-Aminosaure in Position 8 ist Ala, Tyr oder Thr; oder 60 

(i) Die a-Aminosaure in Position 9 ist Ala, D— Ala, Glu, D— Glu oder D— Asp, bevorzugt Ala oder Glu; oder 
(j) Die Aminosauren in Position 10, 1 1, 12, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 24, 28, 29 sind unabhangig voneinander eine 
proteinogene oder nicht-proteinogene D- oder L-Aminosaure, bevorzugt eine proteinogene L-Aminosau- 
re;oder 

(k) Die a-Aminosaure in Position 13 ist eine neutrale L-Aminosaure, bevorzugt eine neutrale proteinogene 65 
L-Aminosaure; oder 

(1) Die a-Aminosiure in Position 14 wird zur Stabilisierung orsetzt durch eine neutrale L- oder D-Aminosau- 
re, auBer L-Leucin, bevorzugt durch Nle, D-Nle, Ala, D— Ala, lie, D— He, Val oder D-Val, besonders 
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bevorzugt sind lie, Val oder Ala; oder 

(m) Die a-Aminosaure in Position 22 ist D-Phe, Tyr, D— Tyr, Leu, D— Leu, Val, D— Val, L-Cha, D-Cha, 
p-l-Nal, jJ-2-Nal oder p- 1-D-Nal, bevorzugt sind Tyr, Leu oder Val; oder 

(n) Die a-Aminosaure in Position 23 ist Leu, D-Leu, D-Ile, Val, D- Val, L-Cha, D-Cha, Tyr, D-Tyr, Phe 
5 oder D — Phe, bevorzugt sind Leu, Val, Tyr oder Phe; oder 

(o) Die a-Aminosaure in Position 25, 26 oder 27 ist eine neutrale L- oder D-Aminosaure, bevorzugt eine 
neutrale, proteinogene L- Aminosaure; oder 

(p) Die a-Aminosaure in Position 30 ist eine proteinogene oder nicht-proteinogene D- oder L-Aminosaure 
auBer Glycin, bevorzugt Arg, D — Arg, Tyr oder D — Tyr, besonders bevorzugt sind Arg oder Tyr. 

10 

Unter den neuen Exendin-Fragmenten sind solche besonders bevorzugt, welche neben den schon genannten 
Eigenschaften und Sequenzlangen, an Position 10 die Aminosaure Leucin und/oder an Position 19 die Aminosau- 
re Valin, an Position 14 anstelle von Methionin die Aminosaure Isoleucin oder Alanin und an Position 30 Arginin 
enthahecL Besonders bevorzugt sind auch diejenigen Modifikationen von Exendin-Fragmenten, bei denen sich, 

15 zusatzlich zu den erwahnten besonders bevorzugten Aminosauren an den Positionen 10, 14, 19 und 30, an der 
Position 2 eine der 20 bekannten proteinogenen L- Aminosauren befindet 

Gegenstand der Erfindung sind neben neuen verkurzten und stabilisierten Exendin-3 und Exendin-4 Analoga 
auch Verf ahren zur Herstellung dieser Analoga, bei denen man die Analoga in Festphasensynthese aus geschutz- 
ten, in den Analoga enthaltenen Aminosauren, herstellt, die in der Reihenfolge aneinander gekoppelt werden, 

20 welche den Aminosauresequenzen in den Analoga entsprechen und welche gegebenenf alls durch entsprechende 
nicht in den naturlichen Exendin-Peptiden vorkommende Aminosauren erganzt wurden. 

Das Glycin in Position 30, der Exendin-3 oder Exendin-4-Sequenz wurde gegen eine andere proteogene oder 
nicht-proteogene Aminosaure ausgetausdit, urn bei der Synthese nach der Abspaltung der aminoterminalen 
Schutzgruppe, keine Diketopiperazinbildung vorliegen zu habea 

25 Die Exendin-{1— 30)-Analoga und Fragmente sind gegenuber den Exendinen-l(l— 39) vorteilhaft, da durch 
die kurzeren Sequenzen diese Analoga einf acher und in hoheren Ausbeuten synthetisiert werden konnea 

Die verwendeten Abkurzungen und Definitionen der Aminosauren wurden in Pure AppL Chem. 31, 639—45 
(1972) und ibid. 40, 277-90 (1974) empfohlen und stimmen mit den PCT-Regeln (WIPO Standard St 23: 
Recommendation for the Presentation of Nucleotide and Amino Acid Sequences in Patent Applications and in 

30 Published Patent Documents) ubereia Die Ein- bzw. Drei-Buchstabencodes sind wie folgt: 
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Aminosaure 


Drei-Buchstaben- 


Bn-Bucnstaben-Code 






Code 






Alanin 


Aia 


A 


5 


Arginin 


Arg 


R 




Asparagin 


Asn 


N 


10 


Asparaginsaure 


Asp 


' D 




Cystein 


Cys 


C 




Glutamin 


Gin 


Q 


15 


Glutaminsaure 


GIu 


E 




Glycin 


Gly 


G 




Histidin 


His 


H 


20 


Isoleudn 


lie 


1 




Leudn 


Leu 


L 




Lysin 


Lys 


K 


25 


Methionin 


Met 


M 




Phenylaianin 


Phe 


F 




Prolin 


Pro 


P 


30 


Serin 


Ser 


S 




Threonin 


Thr 


T 


35 


Tryptophan 


Trp 


W 




Tyrosin 


Tyr 


Y 




V din i 


Vai 


V 


40 


andere Aminosauren 


Xaa 


X 





Die Abkurzungen stehen fur L-Aminosauren, falls keine weiteren Spezifikationen wie D- oder DJL- angege- 45 
ben sind D- Aminosauren werden im Ein-Buehstabencode nut kieinen Buchstaben geschrieben. Bestimrate 
Aminosauren, naturliche wie nichtnaturliche sind achiral, z. B. Glycin. Bei der DarsteQung aller Peptide befindet 
sich das N-terminale Ende finks und das C-terminale Ende rechts. 

Beispiele fur nichtproteinogene Aminosauren sind in folgender Auflistung mit ihren Abkurzungen angegeben: 

50 



P- Alanin 


p-Ala 


o-Aminobenzoesaure 


Oab 


m-Aminobenzoesaure 


Mab 


p-Aminobenzoesaure 


Pab 


m-Aminomethylbenzoesaure 


Amb 


o-Arainohexansaure 


Ahx 


oAminoheptansaure 


Ahp 


o-Aminooctansaure 


Aoc 


CD-Aminodecansaure 


Ade 


o>-Aminotetradecansaure 


Atd 


Citruilin 


Cit 


Cyclohexylalanin 


Cha 


a,y-Diaminobuttersaure 


Dab 


ct,P-Diaminoprnpionsaure 


Dap 


Methionin-Sulfoxid 


Met(0) 


C^Methyl-Alanin 


Aib 



ft 



N-Methyi-GIycin (Sarkosin) Sar 

Naphtylalanin Na 

Norleucm Nie 

Ornithin Orn 

5 l^,4-Tetrahydroisochinoiin-3-carbonsaure Tic 

Alle Aminosauren lassen sich nach ihren physikalisch-chemischen Eigenschaf ten in die folgenden drei Haupt- 
klassen unterteilen: 

Sauer: Die Aminosaure gibt in waBriger L5sung und bei physiologischem pH ein Proton ab und tragt infolgedes- 
10 sen eine negative Ladung. 

Basisch: Die Aminosaure niramt in waBriger Losung und bei physiologischem pH ein Proton auf und tragt 
infolgedessen eine positive Ladung. 
Neutral: Die Aminosaure ist in waBriger Losung und bei physiologischem pH in einem ungeladenen Zustand 
Die Definition "tragt eine positive/negative Ladung 9 oder "ist im ungeladenen Zustand 9 trifft dabei dann zu, 
15 wenn im statistischen Mittel eine signifikante Anzahl von Aminosauren einer Klasse (mindestens 25%) sich im 
genannten Zustand beflndet 

Neben den 20 sogenannten proteinogenen Aminosauren* deren Einbau in Proteine durch die Information des 
genetischen Codes geregelt ist, lassen sich auch nicht proteinogene fiber die beschriebenen Syntheseverfahren in 
Peptidsequenzen einbauen. Eine Aufzahlung der proteinogenen Aminosauren und deren Einteilung in die oben 
20 genannten drei Klassen ist in Tabelle 1 gegeben. Nicht-proteinogene Aminosauren sind nicht genetisch oodiert 
Beispiele fur nicht-proteinogene Aminosauren und deren Einteilung in saure, basische oder neutrale Aminosau- 
ren sind in Tabelle 1 gegeben. 

Tabelle 1 

25 







proteinogen 


nicht proteinoge 


30 


sauer 


Asp,Glu 






basisch 


Arg,HSs, Lys 


Dab, Dap, Om 


35 


neutral 


Ala, Asn, Cys, Gin, Giy , Be, Leu, Met, 
Phe, Pro, Ser, Tbz, Tip, Tyr, Val 


B-AIa, Aib, Cit, Cha, Oab, Mab, Pab, 
Amb, Ahx, Ahp, Aoc, Ade, Aid, Nal, Nk, 
Sar, Tic 



40 



Die Exendin Analogs welche Gegenstand dieser Erfindung sind, besitzen vorteilhafte therapeutische Eigen- 
schaftea So fuhren sie zu einer Stimulation der Insulinfreisetzung aus dem endokrinen Pankreas, zu einer 
Erhohung der InsuEnbiosynthese sowie zu einer vermehrten peripheren Giukose-Utilisation. Da diese Effekte 

45 nur bei gleichzeitig erhdhten Blutzuckerspiegeln zu beobachten sind, ist nach ihrer Verabreichung nicht mit dem 
Auftreten einer Hypogtykamie zu rechnen. Weiterhin hemmen die Exendin-Analoga die Glukagonfreisetzung 
aus dem endokrinen Pankreas und fuhren so zu einer Absenkung der dukoneogenese. Die Exendin-Analoga 
fuhren beim nicht-insulinabhangigen Diabetes mellitus (NIDDM) zu einer deutlichen Verbesserung der Stoff- 
wechselsituation. Insbesondere wird unabhingig von der Insulin-sekre torischen Wirkung die Ghikoseaufnahme 

50 in Muskel- und Fettgewebe gesteigert Aufgrund der inhibhorischen Wirkung auf die Glukagonfreisetzung ist 
auch die Verabreichung der Exendin-Analoga beim insulinabhangigen Diabetes mellitus sinnvolL GegenUber 
Glucagon-Eke peptide- 1 (GLP-1) und den bekannten Exendin-3 und Exendin-4 Sequenzen besitzen die erfin- 
dungsgemaBen Exendin-Analoga eine uberraschend hdhere Wirksamkeit in den verschiedenen Testsystemen, so 
daB sie fur eine therapeutische Anwendung besser geeignet sind als GLP-1, Exendin-3 oder Exendin-4. Die 

55 Vorteile der neuen Exendin-Analoga sind insbesondere die folgenden: hdhere Stabilitat gegenQber Abbau und 
Metabolisierung, langere Wirkdauer, Wirksamkeit bei niedrigeren Dosen. Besondere bevorzugt sind Analoga 
auf Basis von Exendin-3, die besonders lange Wirkdauern oder Wirksamkeit bei besonders niedriger Dosis 
zeigen. 

Die Festphasen- und Flussigphasensynthese ist ein ubliches Verfahren zur Herstellung von Peptiden. Urn das 
60 Verfahren fur die Herstellung eines bestimmten Produktes im Hinblick auf die Reinheit des Rohproduktes und 
die Ausbeute zu optimieren, ist es erforderlich, die ProzeBparameter und die verwendeten Materialien, beispiels- 
weise das Tragermaterial, die Reagenzien, welche Gruppen zur Reaktion bringen sollen, die Materialien fur das 
Blockieren der Gruppen, welche nicht reagieren sollen, oder die Reagenzien, welche blocklerende Materialien 
abspalten, an das herzustellende Produkt, an die herzustellenden Zwischenprodukte bzw. Ausgangsmaterialien 
65 anzupassen. Diese Anpassung ist angesichts der Interpendenz der vielen Verfahrensparameter nicht einf aclt 

Arzneimittel, welche die erfindungsgemafien Peptide einzeln oder zusammen als aktiven Wirkstoff neben 
ublichen Hilfs-und Zusatzstoffen enthalten, werden vorzugsweise parenteral (subcutan, intramuskular oder 
intravends) verabreicht In Frage kommen aber auch alle sonst ublichen Applikationsverfahren wie oral, rectal, 
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buccal (einschlieBlich sublingual), pulmonal, transdermal, iontophoretisch, vaginal und intranasal Das Arzneimit- 
tel hat eine insulinregulierende Wirkung und fdrdert dabei in vorteilhafter Weise den Ausgleich des Blutzucker- 
spiegels. Vorteilhaft fur die Anwendung des Arzneimittels ist es, wenn Blutspiegel zwischen 20 und 50 pmol/1 
erreicht werden. Dazu sind Infusionsraten von 0,4— 1,2 pmol/kg/Min. erforderlich. Bei subcutaner bzw. buccaler 
Applikation sind je nach galenischer Form und angestrebter Wirkdauer Substanzmengen von 5—500 nmol 5 
erforderlich. 

Die erfindungsgeraaBen Exendin-Analoga oder pharmakologisch vertraglichen Salze hiervon werden vor- 
zugsweise als sterile Lyophilisate gelagert und vor der Applikation mit einer geeigneten isotonischen Ldsung 
vermischt In dieser Form kdnnen die Analoga dann injiziert, infundiert oder gegebenenfaHs audi durch die 
Schleimhaute absorbiert werden. Als Ldsungsmittel kdnnen die ublichen, fur die Injektion oder Infusion geeig- to 
neten isotonischen, waBrigen Systems die die bei Injektionslosungen ublichen Zusatze wie Stabilisierungsmittel 
und Ldsungsvermittler enthalten, verwendet werden. Physi61ogische Kochsalzldsung oder gegebenenf alls durch 
Puffer isotonisch gestellte Losungen werden in diesem Fall bevorzugt 

Zusitze sind z. R Tartrat- oder Citratpuff er, Ethanol, Komplexbildner (wie Ethylendianmintetraessigsaure 
und deren nichttoxischen Salze), hochmolekulare Polymere (wie flussiges Polyethylenoxid) zur Viskositatsrege- is 
lung. Flussige Tragerstoffe fur Injektionslosungen mussen steril sein und werden vorzugsweise in Ampullen 
abgefullt Feste Tragerstoffe sind z B. Starke, Lactose, Mannit, Methylcellulose, Talkura, hochdisperse Kieselsau- 
ren, hohermolekulare Fettsauren (wie Stearinsaure), Gelantine, Agar-Agar, Calciumphosphat, Magnesiumstea- 
rat, tierische und pflanzliche Fette, feste hochmolekulare Polymere (wie Polyethylenglykol); fur orale Applika- 
tion geeignete Zubereiteungen kdnnen falls gewunscht Geschmacks- und SuBstoffe enthalten. FQr die nasale 20 
Applikation kdnnen Surfactants zur Verbesserung der Absorption durch die nasale Schleimhaut zugesetzt 
werden, z. B. Cholsaure, Taurocholsaure, Chenodeoxycholsaure, Glykolsaure, Dehydrocholsaure, Deoxychol- 
saure und Cyclodextrine. 

Die zu verabreichende Tagesdosis fiegt im Bereich von 150— SOOnmoL Die Bestimmung der biologischen 
Aktivitat basiert auf Messungen gegen internationale Referenzpraparationen fur Glucagon-like peptide-1, 25 
Exendin-3 oder Exendin-4 in einera gebrauchlichen Testverfahren ffir Glucagon-like peptide-1. 

Die erfindungsgemaBen Exendin-Analoga kdnnen nach den in der Peptidsynthese ublichen Verfahren herge- 
stellt werden, wie sie z. B. in J. M. Steward und J. D. Young "Solid Phase Peptide Synthesis", 2nd ed, Pierce 
Chemical Co, Rockford, Illinois (1984) und J. Meienhofer "Hormonal Proteins and Peptides", VoL 2, Academic 
Press, New York, (1973) fur die Festphasensynthese und in E Schroder und K. Lubke The Peptides", VoL 1, 30 
Academic Press, New York, (1965) fur die Flussigphasensynthese beschrieben worden sind 

Allgemeine Verfahren zur Peptidsynthese 

Im allgemeinen werden bei der Syn these von Peptiden geschutzte Aminosauren zu einer wachsenden Peptid- 35 
kette addiert Die erste Aminosaure ist entweder an der Aminogruppe oder der Carboxyigruppe so wie an 
jeglicher reaktiver Gruppe in der Seitenkette geschutzt Diese geschutzte Aminosaure wind entweder an einen 
inerten Trager gekoppelt oder kann auch in Ldsung eingesetzt werden. Die nachste Aminosaure in der Peptidse- 
quenz wird passend geschutzt unter Bedingungen, welche die Ausbildung einer Amidbindung begunstigen, zu 
der ersten gegebea Nachdem alle gew&nschten Aminosauren in der richtigen sequentiellen Abfolge gekuppelt 40 
wurden, werden die Schutzgruppen und gegebenenfalls die Tragerphase abgespahea Das erhaltene rohe 
Polypeptid wird umgefallt und vorzugsweise chromatographisch zum Endprodukt gereinigt 

Eine bevorzugte Methode zur Darstellung von Analoga physiologisch aktiver Polypeptide, mit weniger als 
etwa vierzig Aminosauren, beinhaltet die Festphasenpeptidsynthese. Bei dieser Methode werden die a-Amino- 
funktionen (N°) und jegliche reaktive Seitenketten mit saure- oder basenlabOen Gruppen geschutzt Die ver- 45 
wendeten Schutzgruppen sollten unter den Bedingungen der Knupfung von Amidbindungen stabil sein, aber 
sich Ieicht abspalten lassen ohne die entstandene Polypeptidkette zu beeintrachtigea Zu den geeigneten Schutz- 
gruppen fur die a-Aminofunktion gehoren die folgenden Gruppen, sind aber nicht auf diese Iimitiert: t-Butytex- 
ycarbonyi (Boc), Benzyloxycarbonyl (Z), o-Chlorbenzyloxycarbonyl, Biphenyfisopropyioxycarbonyi, tert-Amy- 
loxycarbonyl (Amoc), tx/i-Dimetyl-3^-dimethoxybenzyloxycarbonyl, o-Nitrosulf enyl, 2-Cyano-t-butoxycarbo- 50 
nyl, 9-FluorenylmethoxycarbonyI (Fmoc), 1^4,4-dimethyl-2^.dioxocyIohex-l-yliden)ethyl (Dde) und ahnliche. 
Vorzugsweise wird 9-Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) als ^-Schutzgruppen eingesetzt 

Zu den geeigneten Seitenkettenschutzgruppen gehoren die folgenden, sind aber nicht auf diese Iimitiert: 
Acetyl, AUyl (All), Allyloxycarbonyl (Alloc), Benzyl (Bzl), Benzyloxycarbonyl (Z), t-Butyloxycarbonyl (Boc), 
Benz^oxymethyi (Bom), o-Brombenzyioxycarbonyt t-Butyi (tBujt t-Butyidimethylsilyl, 2-Chlorbenzyl 2-Chlor- 55 
benzyloxycarbonyl (2-C1Z), 2,6-Dichlorbenzyl, Cyclohexyl, Cyclopentyl, l-(4,4-dimethyl-2,6-dioxocylohex- 1 -yli- 
den)ethyl (Dde), Isopropyl, 4-Methoxy-23,6-trimethylbenzyl-sulfonyl (Mtr), 2£5,7,8 Pentamethylchroman-6-suI- 
f onyl (Pmc), Pivalyi, Tetrahydropyran-2-yl, Tosyl (Tos), 2,4,6-Trimethoxybenzyl, TrimethyJsHyl und Trityl (Jrt). 

Bei der Festphasensynthese wird die C-terminale Amionosaure als erste an ein geeignetes Tragermaterial 
gekuppelt Geeignete Trigermaterialien sind solche, die inert gegen die Reagenzien und die Reaktionsbedingun- 60 
gen der schrittweisen Kondensations- und Abspaltungsraktionen sind, und welche sich nicht in den benutzten 
Reaktionsmedien losen. Beispiele fur kommerziell erhaltliche Tragermaterialien beinhalten Styrol/Divinylben- 
zol Copolymerisate, welche mit reaktiven Gruppen und/oder Polyethylenglykol modifiziert wurden, so auch 
chlormethyliertes Styrol/Divinylbenzol Copolymer, hydroxy- oder aminomethyliertes Styrol/Divinylbenzol Co- 
polymer und ahnliche. Mit 4-Benzyloxybenzylalkohol (Wang-Anker (Wang, S. S. 1973)) oder 2-Chlortritylchlorid 65 
(Barlos, K. et aL 1989) derivatisiertes Polystyrol(l%)cfivinylbenzol oder TentaGel* (Rapp Polymere, Tubingen) 
wird bevorzugt eingesetzt, falls die Peptidsaure dargestellt werden soli. Handelt es sich urn das Peptidamid, so 
wird das mit S^-aminomethylJ-S'^'-dimethoxy-phenoxyJvaleriansaure (PAL- Anker) (Alberido, F. et aL 1987) 
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oder der p^2,4-Diraetho)^henyi-ammomethyl)-phenoxy-Gruppe (Rink-Amid-Anker (Rink, H. 1987)) derivati- 
siertes Polystyrol(l %)divinylbenzol oder TentaGel® bevorzugt 

Die Anknupfung an die polymeren Trager kann durch Reaktion der C-tenninalen Fmocgeschutzten Amino- 
saure, unter Zusatz eines Aktivierungsreagenzes, in Ethanol, Acetonitril, N,N-Dimethylformainid (DMF), Di- 
chlormethan, Tetrahydrofuran, N-Methylpyrrolidon oder ahnlichen Solventien, vorzugsweise in DMF, mit dem 
Tragermaterial bei Raumtemperatur oder erhohten Temperaturen, z. B. zwischen 40°C und 60°C, vorzugsweise 
bei Raumtemperatur, und Reaktionszeiten von 2 bis 72 Stunden, vorzugsweise etwa 2x2 Stunden, erreicht 
werdea 

Die Kupplung der N a -geschutzten Aminosiure, vorzugsweise der Fmoc-Aminosaure, an das PAL—, Wang- 
oder Rink-Anker kann beispielsweise rait Hilfe von Kupplungsreagenzien wie N^'-Dicyclohexylcarbodlimid 
(DCC), N^'-Diisopropjdcarbodiimid (DIC) oder anderen Carbodumiden, 2-(lH-BenzotriazoH-yl)-l,133-tetra- 
methyluronium tetrafluoroborat (TBTU) oder anderen Uronium-Salzen, O- Acyl-Harnstoff en, Benzotriazol-l-yl- 
oxy-tris-pyrrolidino-phosphonium hexafluorophosphat (PyBOP) oder anderen Phosphonium-Salzen, N-hydrox- 
ysuccinimiden, anderen N-Hydroxyimiden, oder Oximen, in Gegenwart oder auch in Abwesenheit von 1-Hy- 
droxybenzotriazol oder l-Hydroxy-7-azabenzotriazol, vorzugsweise mit Hilfe von TBTU unter Zusatz von 
HOBt, mit oder ohne Zusatz einer Base wie beispielsweise Diisopropylethyiamin (DIEA), Triethylamin oder 
N-Methylmorpholin, vorzugsweise Diisopropylethyiamin, bei Reaktionszeiten von 2 bis 72 Stunden, vorzugs- 
weise 3 Stunden, in einem 1,5 bis 3-fachem OberschuB der Aminosaure und der Kupplungsreagenzien, vorzugs- 
weise in einem 2-fachen OberschuB und Temperaturen zwischen etwa 10°C und 50°Q vorzugsweise bei 25° Q in 
einem Losungsmittel wie Dimethylformamid, N-Methylpyrrolidon oder Dichlormethan, vorzugsweise Dime- 
thyif ormamid, durchgefuhrt werdea Anstelle der Kupplungsreagenzien kann auch der Akdvester (z. E Pentaflu- 
orphenyl, p-Nitrophenyl oder ahnliche), das symmetrische Anhydrid der N a — FmcK- Aminosaure, deren Saure- 
chlorid oder -fluorid unter den oben beschriebenen Bedingungen eingesetzt werdea 

Die Kupplung der N a -geschutzten Aminosaure, vorzugsweise der Fmoc-Aminosaure, an das 2-Chlortrityi- 
Harz wird bevorzugt in Dichlormethan unter Zusatz von DIEA, bei Reaktionszeiten von 10 bis 120 Minuten, 
vorzugsweise 20 Minuten, durchgefuhrt, ist aber nicht auf die Verwendung dieses Losungsmittels und dieser 
Base beschrankt 

Die sukzessive Kupplung der geschutzten Aminosauren kann nach den in der Peptidsynthese ublichen 
Verfahren typischerweise in einem Peptidsyntheseautomaten durchgefuhrt werdea Nach Abspaltung der N a - 
Fmoc-Schutzgruppe der gekuppelten Aminosaure auf der Festphase durch Behandlung mit Piperidin (10% bis 
50%) in Dimethylformamid fur 5 bis 20 Minuten, vorzugsweise 2x2 Minuten mit 50% Piperidin in DMF und 1 
x 15 Minuten mh 20% Piperidin in DMF, wird die nachste geschutzte Aminosaure in einem 3 bis 10-fachem 
OberschuB, vorzugsweise in einem 10-fachen OberschuB, in einem inerten, nichtwaSrigen, polaren Losungsmit- 
tel, wie Dichlormethan, DMF oder Mischungen aus beiden, vorzugsweise DMF, und Temperaturen zwischen 
etwa 10°C und 50°Q vorzugsweise bei 25°C an die voitergehende gekoppelt Als Kupplungsreagenzien 
kommen die bei der Kupplung der ersten N a -Fmoc- Aminosaure an den PAL—, Wang- bzw. Rink-Anker bereits 
erwahnten Reagenzien in Frage. Wiederum konnen alternativ auch Aktivester der geschutzten Aminosaure 
deren Chloride oder Fluoride oder deren symmetrische Anhydride verwendet werdea 

Am Ende der Festphasensynthese wird das Peptid vom Tragermaterial abgespalten unter gleichzeitiger 
Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppea Die Abspaltung kann mit Trifluoressigsaure oder anderen stark 
sauren Medien unter Zusatz von 5%— 20% v/v Scavengern wie Dimethylsulfid, Ethylmethylsulfid, Thioanisol, 
Thiolcresol m-Kresol, Anisoi Ethandhhiol Phenol oder Wasser, vorzugsweise 15% v/v Dimethylsulfid/ Ethan- 
dithiol/m-Kresol 1. 1 : 1, innerhalb von 0,5 bis 3 Stunden, vorzugsweise 2 Stunden, erfolgea In den Seitenketten 
voUgeschutzte Peptide werden durch Spaltung des 2-Chlortritylankers mit Eis-essig/Trifluorethanol/Dichlorme- 
than 2:2:6 erhaltea Das geschOtzte Peptid kann durch Chromatographic aber Silicagel gereinigt werdea Ist 
das Peptid uber den Wang-Anker mh der Festphase verbunden, und soli ein Peptid mit Oterminaler Alkylami- 
dierung erhalten werden, so kann die Abspaltung fiber eine Aminolyse mit einem Alkylamin oder Fluoroalkyla- 
min durchgefuhrt werdea Die Aminolyse wird bei Temperaturen zwischen etwa — 10°C und 50° C, vorzugswei- 
se etwa 25° C, und Reaktionszeiten zwischen etwa 12 und 24 Stunden, vorzugsweise etwa 18 Stunden, durchge- 
fuhrt Weiterhin kann das Peptid auch durch Umesterung, z. E mit Methanol, vom Trager gespalten werdea 

Die erhaltene saure Ldsung wird mit der 3— 20-fachen Menge an kaltem Ether oder n-Hexan, vorzugsweise 
einem 10-fachen OberschuB Diethyiether versetzt, urn das Peptid auszufaOen und damit von den im Ether 
verbleibenden Scavengern und abgespaltenen Schutzgruppen abzutrennea Eine weitere Reinigung kann durch 
mehrf aches Umfallen des Peptides aus Eis-essig erfolgea Das erhaltene Precipitat wird in Wasser oder tertBu- 

tanol oder Mischungen der beiden Losungsmittel, vorzugsweise einer 1 : 1 Mischung von tertButanol/Wasser, 
auf genommen und gefriergetrocknet 

Das erhaltene Peptid kann durch einzelne oder aOe der folgenden chromatographischen Methoden gereinigt 
werden: Ionenaustausch uber ein schwach basisches Harz in der Acetat Form; hydrophobe Adsorptionschroma- 
tographie an nicht derivatisierten Polystyrol/Divinylbenzol-Copolymeren (z. R Amberfite® XAD); Adsorptions- 
chromatographie an Silicagel; Ionenaustauschchromatographie an Carboxymethylcellulose; Verteilungschro- 
matographie, z. B. an Sephadex® G-25; Gegenstromverteilungschromatographie; oder Hochdruckflussigkeits- 
chromatographie (HPLC), insbesondere w reversed-phase n HPLC an Octyl- oder Octadecylsilylsilica (ODS)-Pha- 
sea 

Zusammenfassend beinhaltet ein Teil der vorliegenden Erfindung Verfahren zur Darstellung von Polypepti- 
den, und deren pharmazeutisch verwendbaren Salzea Diese Verfahren, welche zu physiologisch aktiven ver- 
kurzten Homologen und AnaJogen von Exendin-3 oder Exendin-4, mit den oben erwahnten bevorzugten 
Kettenlangen und Modifikationen fuhren, setzen sich aus Verfahren zur sequentiellen Kondensation geschutzter 
Aminosauren auf einem geeigneten Tragermaterial, zur Abspaltung des Tragers und der Schutzgruppen, und zur 
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Reinigung der erhaltenen Rohpeptide zusammea 

Die Aminosaurenanalyse wurde mit einem Aminosaurenanalysator 420A der Firma Applied Biosystems 
(Weiterstadt) durchgefuhrt 50 bis 1000 pmol der zu analysierenden Probe wurden in 10 bis 40 pj Losung auf den 
Probentrager aufgetragen und anschlieBend vpllautomatisch in der Gasphase bei 160°C mit 6N Salzsaure 
90 Minuten hydrolysiert, mit Phenylisothiocyanat derivatisiert und on-line fiber eine Microbore-HPLC analy- 5 
siert Massenspektroskopische Untersuchungen wurden wurden an einem API IR Triple-Quadrupol-Massen- 
spektrometer (SCIEX, Thornhill, Kanada) ausgerustet mit Ionenspray Ionenquelle durchgefuhrt 

Die geschutzten Aminosaurenderivate konnen z. E von der Novabiochem. GmbH (Bad Soden) bezogen 
werden. 

Die folgenden Beispiele stellen nur eine iliustrierende Auswahl des Erfindungsgedanken dar und keine 10 
Einschrankung des Erfbdungsgegenstandes. 

. Beispiel 1 

HGEGTFTSDI^KC^hne-EE^VRlJFIEWLKNGR— NH2 (SEQ ID Nr. 3) 15 

[Nle 14 , Arg^Exendin-^l -30)-NH 2 

Beispiel 1 wurde in einem 0,02 mmo! Ansatz nach der Festpbasenmethode auf 5^4'-aminomethyI)-3',5'-dime- 
thoxyphenoxy)valerianyi-alanyl*aminomethyi/polystyrol(l%)^ (Beladung: O^Smmol/g) auf einem 20 

Multiplen Peptidsyntheseautomaten SyRo II der Firma MultiSynTech (Bochum) synthetisiert Die a-Amino- 
funktionen der Aminosauren waren 9-Fluorenylmethoxycarbonyi (Fmoc) geschutzt Als Seitenkettenschutz- 
gruppen wurden t-Butyl (tBu) fur Asp, Glu, Ser und Thr, Trityl (Trt) fur Asn, Gin und His, t-Butyloxycarbonyl 
(Boc) ffir Lys und Trp und 2A57^-PentamethyIchroman-6-sulfony! (Pmc) fur Arg eingesetzt Die sequentieOe 
Kupplung der geschutzten Aminosauren erfolgte in 10-fachem UberschuB mit Doppelkupplungen von 2 mal 25 
40 Minuten Dauer und mit N^-Dnsopropyicarbodiimid/l-Hydroxybenzotriazol als Aktivierungsreagenzien. 
Die Abspaltung des Peptides vom polymeren Trager unter gleichzeitiger Abspaltung der Schutzgruppen erfolg- 
te in Trifluoressigsaure (85%) in Gegenwart von 15% Eth^dithioI/Dimethyisulfid/m-Kresol (1:1:1 v/v/v) fur 
120 Minuten bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurde das Peptid mit wasserfreiem Diethylether gefallt und 
zur vollstandigen Entfernung der Thiole nodi mehrfach mit wasserfreiem Diethyi-ether gewaschea Gefrier- 30 
trocknung des Precipitate aus Wasser/tert-Butanol (1 : 1) ergab 62 mg des Rohpeptkles. Das Rohpeptid wurde 
iiber reversed-phase HPLC mit einem Gradienten von 37% auf 42% AcetonitriI/0,9% TFA in 30 Minuten 
gereinigt Das Eluat wurde eingeengt, Iyophilisiert und ergab eine Ausbeute von 29 mg eines weiBen Feststoffes 
miteinerReinheitvon > 97%. 

Aminosaurenanalyse: Ala 1,08 (1); Asx 131(2); Glx 6,10 (6); Phe 1,78 (2); Gly 3,10 (3); His 1,00 (1); Be 0,88 (1); Lys 35 

2,02(2);Leu3^4(3);Nlel,10(l);Argl^8(2);Ser2,04(2);Thr 1,99 (2); Val 0,91(1); Trp 087 (1)l 

ESI-MS:3488£ 

Beispiel 2 

HGEGTFTSDLSKQ-Nle-EEEAVRLFIEWLKNGY— NH2 (SEQ ID Nr. 4) 

[Nle 14 , Tyr^Exendin-^l -30)-NH2 

Beispiel 2 wurde in einem 0,0076 mmol Ansatz nach der Festphasenmethode auf TentaGel* (Rapp Polymere, as 
Tubingen) synthetisiert, welches mit dem Rink-Amid- Anker (4^2 / ,4 / -Dimethoxyphenyi-aminometh}d)-phenoxy- 
Gruppe) derivatisiert war (Beladung: 0,18 mmol/g) auf einem Multiplen Peptidsyntheseautomaten SyRo II der 
Firma MultiSynTech (Bochum) synthestisiert Die eingesetzten geschutzten Aminosauren waren analog zu 
Beispiel 1. Die sequentielle Kupplung der geschutzten Aminosauren erfolgte in 8-fachem OberschuB mit Ein- 
fachkupplungen von 40 Minuten Dauer, bei 40° C und unter Ruhrea Als Aktivierungsreagenzien wurden 50 
2-( 1 H-Benzotriazol- 1 -yl)- 1 ,1 ,33-tetraraethyluronium tetrafluoroborat (TBTU)/l-Hydroxybenzotriazol unter 
Zusatz von Diisopropyiethylamin verwendet Die Abspaltung und Aufreinigung des Peptides erfolgte analog zu 
Beispiel 1. Es wurden 18,1 mg eines weiBen Feststoffes mit einer Reinheh von > 95% erhaltea 
Aminosaurenanalyse: Ala 1,03 (1); Asx 1,90 (2); Glx 63 (6); Phe 134 (2); Gly 3,12 20 (3); His 1,02 (1); Be 1,09 (1); 
Lys2,01(2);Leu3,06(3);Nlel,08(l);Arg037(l);Ser 1,98(2); TTir 1^0(2); Val 0^3(1); Trp l^)l(l);Tyr030(l). 55 
ESI-MS:3494,& 

Beispiel 3 

HSDGTFTSDl^KQ-Nle-EEEAVRLHEWLKNGR — NH2 (SEQ II) Nr. 5) eo 

Nle 14 , Arg^-Exendin^l ~30>NH 2 

Beispiel 3 wurde analog nach der fur Beispiel 2 beschriebenen Methode synthetisiert Es wurden 17,6 mg eines 
weiBen Feststoffes mit einer Reinheit von £ 99% erhaltea 65 
Aminosaurenanalyse: Ala 0,99 (1); Asx 2$8 (3); G!x 5,16 (5); Phe 2,08 (2); Gly 2,16 (2); His 0,95 (1); lie 1,03 (1); Lys 
2,04(2); Leu2^1(3); Nle 1,05(1); Arg 1,04 (1); Ser 3,00 (3); Thr 2,05 (2); Val 1,01 (l);Trp 1,18(1); 1^0,98(1), 
ESI-MS: 3504,4. 
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Beispiel4 

HGEGTFTSDLSKOMEEEAVRLFIEWLKNGR— NH2 (SEQ ID Nr. 6) 

5 [Arg»l-Ejcendm-4-(I-30)-NH2 

Beispiel 4 wurde analog nach der fur Beispiel 1 beschriebenen Methode synthetisiert Es wurden 173 mg eines 
weiBen Feststoffes mit einer Reinheit von £ 96% erhalten. 

Aminosaurenanalyse: Ala 0,96 (1); Asx 2,01 (2); Gbc 6,00 (6); Phe 130 (2); Gly VI (3); His 0,96 (1); Be 137 (1); Lys 
10 132(2); Leu238(3); Met 1,06(1); Arg 130 (2); Ser 1,91 (2);TTir239(2); Val 037(1); Trp034(l)i 
ESI- MS: 3508,4. 

Beispiel 5 

15 GEGTFreDlSKQ-Nle-EEEAVRLFIEWLKNGR-NH 2 (SEQ ID Nr. 7) 

[Nle 14 , Aig^Exendin-4-(2-30)-NH2 

Beispiel 5 wurde analog nach der fur Beispiel 2 beschriebenen Methode synthetisiert Es wurden 133 mg eines 
20 weiBen Feststoffes mit einer Reinheit von > 97% erhalten. 

Aminosaurenanalyse: Ala 1,04 (1); Asx 1,98 (2); Gbc 6,08 (6); Phe 1,86 (2); Gly 231 (3); Be 036 (1); Lys 134 (2); Leu 

238(3);Nlel34(l);Ai«130(2);Serl34(2);T1irl32(2);Val036(l);Trp035(l> 

ESI-MS: 33503. 

25 Beispiel 6 

HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRAFIEWLKNGR-NH2 (SEQ ID Nr. 8) 
[Ala 21 , Arg^-Exendin^l -30)-NH2 

30 

Beispiel 6 wurde analog nach der fur Beispiel 1 beschriebenen Methode synthetisiert Es wurden 1 1,1 mg ernes 
weiBen Feststoffes mit einer Reinheit von > 95% erhalten. 

Ainmosaurenanalyse: Ala 2,08 (2); Asx 133 (2); Gbc 637 (6); Phe 1,74 (2); Gly 237 (3); His 038 (1); Be 037 (1); Lys 
2,15 (2); Leu 2,02(2); Met 036(1); Arg 2,13(2); Ser 137 (2);'Ihr 237 (2); Val l,04(l);Trp 037 (l> 
35 ESI- MS: 34663- 

Beispiel 7 

HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKAGR-NH2 (SEQ ID Nr. 9) 

40 [Ab 28 ,Arg*^Exendin-4-(l-30)-NH2 

Beispiel 7 wurde analog nach der fur Beispiel 1 beschriebenen Methode synthetisiert Es wurden 15,0 mg eines 
weiBen Feststoffes mit einer Reinheit von £ 97% erhalten. 
45 Aniinosaurenanalyse: Ala 138 (2); Asx 038 (1); Gbc 632 (6); Phe 132 (2); Gly 333 (3); His 039 (1); Be 133 (1); Lys 
235(2); Leu 3,03(3);Met 036(1); Arg 134 (2); Ser 138(2); Thr 239 (2); Val 1,01(1); Trp 0,72(1). 
ESI-MS: 3465,4. 

Beispiel 8 

50 HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRAFIEWLKAGR-NH2 (SEQ ID Nr. 10) 

[Ala 21 - 28 , Arg^Exendin-Hl -30)-NH2 

55 Beispiel 8 wurde analog nach der fur Beispiel 1 beschriebenen Methode synthetisiert Es wurden 18,4 rag eines 
weiBen Feststoffes mit einer Reinheit von > 95% erhalten. 

Aminosaurenanalyse: Ala 3,12 (3); Asx 039 (1); Gbc 6,04 (6); Phe 130 (2); Gly 330 (3); His 036 (1); He 1,02 (1); Lys 
134(2);Leu 137 (2); Met 038(1); Arg 2,03 (2); Ser 131 (2);Thr 138(2);Val039(l);Trp039(l> 
ESI-MS: 34233. 

60 

Beispiel 9 

In analoger Weise wurden die folgenden Exendinderivate in hoher Reinheit hergestellt. (Ex-4 = Exendin-4, 
Ex-3 = Exendin-3) 
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Exendin-Oerivat 

[A^.R^l-Ex-^l-SOJ-OH 



Seq. Sequenz 
11 



[Nle 14 J-Bc-4-(1-27)-NH2 13 
[A 14 ^ 9 ,R 30 hEx-3-(1-30)-NH2 14 



[A^.R^Ex-^l-SOJ-NHa 15 



[A 14,26 , R 30 }-Ex-3-{1 -30}-NH2 16 



[A 2 , Nle^R^I-Ex^l-SOHiHz 17 

[C 2 , Nle^R^Ex-KWOJ-NHz 18 

[D 2 , Nle^R^Ex^KI-SO^NHj 19 

IE 2 , Nte"j??^fr4-(1-3(J)4IHz 20 

[F 2 , Nle^R^J-Ex-^l-SOJ-NHa 21 

I^NIe^R^I-Ex^l-SOJ-NHz 22 

D 2 , Nle^R^J-Ex-^l-SOJ-NHa 23 



HGEGTFTSDLSKQAEEEAVRLFIEWLKNG 
R-OH 



Ac^Ie^R^Ex-4-(1-30)-NH 2 12 Ac- 



HGEGTFTSDLSKQlteEEEAVRLFIEWLKN 
GR-NH 2 

HGEGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLFIEWLK- 
NH 2 

HSDGTFTSDLSKQAEEEAVRLFIEWLKNA 
R-NHz 

i 

HSDGTFTSDLSKQAEEEAVRLFIEWLANG 
R-NHz 

HSDGTFTSDLSKQAEEEAVRLFIEWAKNG 
R-NH 2 

HAEGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLFlEWLKN 
GR-NH2 

HCEGTFTSDLSKQNleEEEAVRLFIEWLKN 
GR-NH2 

HDEGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLFIEWLKN 
GR-NH 2 

HEEGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLREWLKN 
GR-NH 2 

HFEGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLFIEWLKN 
GR-NH 2 

HHEGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLFlEWLKN 
GR-NH 2 

HiEGTFTSDLSKQNieEEEAVRLREWLKN 
GR-NH 2 



li 



[K 2 , Nlel^R^Ex-HI-SOJ-NHz 24 

^.le^.R^Ex-^l-SO^NHj 25 

[Wl 2 , Nle^R^Ex^-CI-aOJ-NHa 26 

[N 2 , Nle^.R^Ex^l-SOJ-NH* 27 

[P 2 , Nle^R^Ex-4-(1-30)-NH 2 28 

[Q 2 , Nle^.R^Ex-HI-SO^NHj 29 

[R 2 , Nte^R^J-Ex-^l-SOJ-NHa 30 

P 2 , Nle M ^Ex-4-(1-30)-NH 2 31 

[T*, Nle^R^Ex-^l-SOJ-NHj 32 

[V 2 , Nle^R^Ex^l-SOJ-NHi 33 

(W 2 , Nle^R^Ex-HI-SOJ-NHa 34 

ff, Nle^R^Ex-^l-SO^NHj 35 

[A 2^4 t G 1 ^E 21 ,K 2Ma ,Q 17 .R ^0 ,S ,2 , 36 

[A^R^-S-CI-SOj-NHz 37 

[E , ,A 14 ,R 30 hEx-3-{1-30)-NH2 38 

[A\V 1 ^R^-Ex-3-(1.30)-NH2 39 



HKEGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLFIEWLKN 
GR-NH 2 

HLEGTFTSDLSKQNteEEEAVRLREWLKN 
GR-NH 2 

HMEGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLFlEWLKN 
GR-NH 2 

HNEGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLREWLKN 
GR-NH 2 

HPEGTFTSDLSKQNleEEEAVRLFIEWLXN 
GR-NH 2 

HQEGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLFIEWLKN 
GR-NH 2 

HREGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLFIEWLKN 
GR-NH 2 

HSEGTFTSDLSKQNleEEEAVRLPIEWLKN 
GR-NH 2 

HTEGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLREWLKN 
GR-NH 2 

HVEGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLREVVLKN 
GR-NH 2 

HWEGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLFlEWLK 
NGR-NH 2 

HYEGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLHEWLKN 
GR-NH2 

HADGTFTSDLSSYMEGQAVKEFIAWLVK 
GR-NH 2 

HSDGTFTSDLSKQAEEEAVRLHEALKNG 
R-NHj 

HSEGTFTSDLSKQAEEEAVRLREWLKNG 
R-NH 2 

ASDGTFTSDLSKQVEEEAVRLFIEWLKNG 
R-NH2 
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[A 3 ' 14 ,R 30 I-Ex-4-{1-30)-NH2 40 

[A^R^J-Bc-^l-SOJ-N^ 41 

[A^R a /^Ex-4-(1-30)-NHa 42 

[A^R^.Y^Ex^l-SO-NHj 43 

[A^/.R^J-Ex-^l-aOJ-NHj 44 

[A^R^.S^Ex-^l-SOJ-NHa 45 

[A^R^J-Ex-^l-SOJ-NHa 46 

[A^R a ,T*l"Ex-4-<1-30)-NH2 47 

IA 14 ,R M ,Y^Ex-4-<1-30>NH2 48 

[A^^R^Ex-^I^NHz 49 

[A^.R^Ex-^l-SOJ-NHa 50 

[A^R^Ex-KI-SOJ-NHa 51 

[A^.R^Ex-^l-SOHWa 52 

[A^R^Ex-^l-SOJ-NHa 53 

[A^.R^J-Ex-^l-SOJ-NHz 54 
[A 14,16 ,G , .R 30 l S 5 I-Ex-3-{1-30>NH2 55 



HGAGTFTSDLSKQAEEEAVRLFIEWLKNG 
R-NHa 

HGEGAFTSDLSKQAEEEAVRLFIEWLKNG 
R-NHa 

HGEGYFTSDLSKQAEEEAVRLF1EWLKNG 
R-NHa 

HGEGTYTSDLSKQAEEEAVRLF1EWLKNG 
R-NH 2 

HGEGTTTSDLSKQAEEEAVRLF1EWLKNG 
R-NHa 

HGEGTFSSDLSKQAEEEAVRLREWLKNG ' 
R-NHj 

HGEGTFYSDLSKQAEEEAVRLREWLKNG 
R-NHa 

HGEGTFTTDLSKQAEEEAVRLFIEWLKNG 
R-NHa 

HGEGTFTYDLSKQAEEEAVRLFIEWLKNG 
R-NH 2 

HGEGTFTSELSKQAEEEAVRLF1EWLKNG 
R-NHa 

HGEGTFTSDASKQAEEEAVRLREWLKN 
GR-NHa 

HGEGTFTSDLAKQAEEEAVRLF1EWLKNG 
R-NHa 

HGEGTFTSDLSAQAEEEAVRLF1EWLKNG 
R-NHa 

HGEGTFTSDLSKAAEEEAVRLFIEWLKNG 
R-NHa 

HGEGTFTSDLSKQAAEEAVRLFIEWLKNG 
R-NHz 

GSDGSFTSDLSKQAEAEAVRLFIEWLKNG 
R-NH 2 
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[A H17 ,K 1 ,R 30 l-Ex-4-(1-30)-NH2 

[A 14 ,L 18 ,R 30 l-Ex-4-(1-30)-NH 2 

[A^.R^Ex-^l-SOJ-NHz 

[A^.R^BhHI-SOJ-NHz 

[A^R^l-Ex-MI-SOHMHz 

[A^R^.V^Bc-^l-SO^NHz 

EA 14 ,L 24 ,R 30 J-Ex-4-(1-30)-NH2 

[A t4 ^ s ,R 30 I-Ex-4-(1-30hNH 2 

[A 1 * 26 ,R 30 l-Ex-4-(1-30)-NH 2 

[A^.R^Ex-HI-SO-NHi 

[A H29 ,R 30 I-Ex-4-{1-30)-NH 2 

[A 14 ,R 30 I-Ex-4-{1-30)-NH2 

[R^Ex-^l-SOJ-NHa 

[Nle M , Y ao ^Ex^1-30)-NH2 

[Nle 14 , R^Ex-S-d-SOVOH 

[A 14 . R 30 }-Ex-3-(1-30>-NH2 



56 KGEGTFTSDLSKQAEEAAVRLFIEWLKNG 
R-NH 2 

57 HGEGTFTSDLSKQAEEELVRLFIEWLKNG 
R-NH 2 

58 HGEGTFTSDLSKQAEEEAIRLREWLKNG 
R-NHz 

59 HGEGTFTSDLSKQAEEEAVALFIEWLKNG 
R-NH2 

60 HSDGTFTSDLSKQAEEEAVRLYIEWLKNG 
R-NH 2 

61 HGEGTFTSDLSKQAEEEAVRLFVEWLKN 
GR-NHz 

62 HGEGTFTSDLSKQAEEEAVRLFILWLKNG 
R-NHz 

63 HGEGTFTSDLSKQAEEEAVRLF1EALKNG 
R-NH2 

64 HGEGTFTSDLSKQAEEEAVRLFI EWAKN 
GR-NHz 

65 HGEGTFTSDLSKCJAEEEAVRLFIEWLANG 
R-NHz 

66 HGEGTFTSDLSKQAEEEAVRLF1EWLKNA 
R-NHz 

67 HGEGTFTSDLSKQAEEEAVRLFIEWLXNG 
R-NHz 

68 HSDGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNG 
R-NHz 

69 HSDGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLFIEWLKN 
GY-NHz 

70 HSDGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLFIEWLKN 
GR-OH 

71 HSDGTFTSDLSKQAEEEAVRLFIEWLKNG 
R-NHz 
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[Nle 14 , R^j-Ex^-SOhNHa 72 

[Nle 14 , R^Ex-3-(3-30)-NH 2 73 

AcKNIe 14 , R^-Ex-3-<2-30)-NH2 74 

Ac-{NIe 14 f R^Ex-S-^SOJ-NHa 75 

Suc-[Nle 14 , R^-Ex-HS-SOJ-NHz 75 

[Nte 14 }-Ex-3-(1-27)-NH2 76 

[K^.A^R^J^-S-CI-SOHJHa 77 

[A 2 , Nle^R^-Ex-SKI-SOJ-NHz 78 

[C 2 , Nle^.R^Ex-S-OI-SOJ-NHj 79 

[D 2 , Nle^R^Ex-S-fl-SOHJHj 80 

[E 2 , Nle 14 ,R 30 l-Ex-3-(1-30)-NH2 81 

[F 2 , NIe 14 ,R ao hEx-3-(1-30)-NH 2 82 

[tf.Nle^R^Ex-^l-SO-NHa 83 

[H 2 Nle^R^Ex-^l-SOJ-NHz 84 

n 2 , Nle^R^Ex-S-fl-SOHWj 85 



SDGTFTSDLSKQNteEEEAVRLFIEWLKNG 
R-NHa 

DGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLREWLKNG 
R-NH 2 

Ao- 

SDGTFTSDLSKQNleEEEAVRLFlEWLKNG 
R-NH 2 

Ac- 

DGTFTSDLSKQNleEEEAVRLFIEWLKNG 
R-NHj 

Suo- 

DGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLFIEWLXNG 
R-NH2 

HSDGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLFIEWLK- 
NH 2 

HKPGTFTSDLSKQAEEEAVRLREWLKNG 
R-NH 2 

HADGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLFIEWLKN 
GR-NH 2 

HCDGTFTSDLSKQNteEEEAVRLFIEWLKN 
GR-NH 2 

HDDGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLFlEWLKN 
6R-NH2 

HEDGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLREWLKN 
GR-NH 2 

HFDGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLREWLKN 
GR-NH 2 

HGDGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLFIEWLK 
NGR-NH 2 

HHDGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLFIEWLKN 
GR-NH 2 

HIDGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLFlEWLKN 
GR-NH 2 
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[K 2 , NleKR^Ex-S-d-SOJ-NHz 
[L 2 , Nle^R^Ex-MI-SOJ-NHj 
[M 2 , Nle 14 ,R 30 hEx-^1-30)-NH2 
[N 2 , Nle^R^Ex-S-Cl-SOJ-Nte 
[P 2 , Nle^.R^Ex^l-SO-NHz 
[Q 2 , Nle^R^Ex-S-O-SOJ-NHi 
[R 2 , Nle 14 ,R 30 I-Ex^-(1-30)-NH2 
[I*. Nle^R^I-Ex-a-CI-SO-NHz 
[V 2 , Nte^R^hEx-SKI-SOJ-NHa 
[W 1 , Nte^R^hEx-SKI-SOHIHa 
[Y 2 , Nle^R^-S-CI-SOHWa 
[A 3 - M ,R 30 J-Ex-3^1-30)-NH2 
[A^R^Ex-SKI-aO^NHj 
[A^.R^.Y^-MI-SO-NHz 
[A^R^VT-Ex-S-fl-SO^Ha 
[aV,R^E*-3-(1-30)-NH2 



86 HKDGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLFIEWLKN 
GR-NH 2 

87 HLDGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLREWLXN 
GR-NH 2 

88 HMDGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLFIEWLK 
NGR-NH 2 

89 HNDGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLFlEWLKN 
GR-NH 2 

90 HPDGTFTSDLSKQNleEEEAVRLREWLKN 
GR-NH 2 

91 HQOGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLFIEWLX 
NGR-NH 2 

92 HRDGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLFlEWLKN 
GR-NH 2 

93 HTDGTFTSDLSKQNleEEEAVRLFIEWLKN 
GR-NH 2 

94 HVDGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLFIEWLKN 
GR-NH 2 

95 HWDGTFTSDLSKQNleEEEAVRLFlEWLK 
NGR-NH2 

96 HYDGTFTSDLSKQNIeEEEAVRLPlEWLKN 
GR-NH 2 

97 HSAGTFTSDLSKQAEEEAVRLPIEWLXNG 
R-NHz 

98 HSDGAFTSDLSKOAEEEAVRLREWLKNG 
R-NHz 

99 HSDGYFTSDLSKQAEEEAVRLF1EWLKNG 
R-NHz 

100 HSDGTYTSDLSKQAEEEAVRLF1EWLKNG 
R-NH2 

101 HSDGTTTSDLSKQAEEEAVRLREWLKNG 
R-NHi 
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[A 14 ,R 30 ,S 7 hEx-3-(1-30)-NH2 102 HSDGTFSSDLSKQAEEEAVRLF1EWLKNG 

R-NH2 

[A*,R M yhEx-3-(1-30)-NHz 103 HSDGTFYSDLSKQAEEEAVRLF1EWLKNG 

R-NH2 

[A 14 ,R 30 ,T 8 hEx-3-(1-30)-NH2 104 HSDGTFTTDLSKQAEEEAVRLFIEWLKNG 

R-NH2 

[A^R M /^Ex-3-(1-30)-NH2 105 HSDGTFTYDLSKQAEEEAVRLFIEWLKNG 

R-NH2 

[A^R^Ex-S-CI-SOJ-Nhfe 106 HSDGTFTSELSKQAEEEAVRLFIEWLKNG 

R-NH 2 

[A^.R^Ex-^l-SOJ-NHz 107 HSDGTFTSDASKQAEEEAVRLFIEWLKNG 

R-NHj 

[A 11 - M ,R 30 l-Ex-3(1-30)-NH2 108 HSDGTFTSDLAKQAEEEAVRLFIEWLKNG 

R-Nhfe 

[A^^.R^Ex^l-SO^NHz 109 HGEGTFTSDLSAQAEEEAVRLFIEWLKNG 

R-NH2 

[A 13 - 14 ,R 30 I-Ex-3-(1-30)-NH2 110 HSDGTFTSDLSKAAEEEAVRLFIEWLKNG 

R-NH 2 

[A^.R^Ex-SKI-SOH^Hj 111 HSDGTFTSDLSKQAAEEAVRLFIEWLKNG 

R-NHj 

[A 14 ' 17 ,K 1 ,R ao l.Ex-3-(1-30)-NH 2 112 KSDGTFTSDLSKQAEEAAVRLREWLKNG 

R-NH 2 

[A 14 ,L 18 I R 3 °hEx-3-<1-30)-NH2 113 HSDGTFTSDLSKQAEEELVRLREWLKNG 

R-Nhfe 

[A^f^R^hEx-^l-SOVNHj 114 HSDGTFTSDLSKQAEEEAIRLFIEWLKNG 

R-Nhfe 

[A^.R^Ex-^l-SO^NHz 115 HSDGTFTSDLSKQAEEEAVALF1EWLKNG 

R-NH2 

[A^R^.Y^Ex^l-SOJ-NHz 116 HSDGTFTSDLSKQAEEEAVRLYIEWLKNG 

R-NH 2 

[A M ,R 30 ,V 23 ]-Ex-3.(1-30>-NH 2 117 HSDGTFTSDLSKQAEEEAVRLFVEWLKN 

GR-NH2 

[A^L^R^Ex-S-d-SOJ-NHj 118 HSDGTFTSDLSKQAEEEAVRLFILWLKNG 

R-NH2 

Biologische Daten 

Peptidmetabolismus in Ektopeptidase-Preparationen oder an Nieren-Microvilli Membranpraparationen 
Preparation von Burstensaum Microvilliraembranen 
Mittels subzellularer Fraktionierung unter Verwendung der Differentialzentrif ugationsmethode (Booth and 



Kenny (1975)) werden Micro villimerabranen des Ratten- und Schweinenierencortex isoliert Zur Beurteilung des 
Reinheitsgrades und der Ausbeute der Membranen werden 4 Burstensaum-Ektopeptidasen fluorimetrisch und 
andere Markerenzyme kolorimetrisch gemessea 

Ektopeptidase Praparationen 

Gereinigte humane Neutrale Endopeptidase 24.11 wurde in der rekombinanten Form von Genentech (San 
Francisco, USA), Dipeptidyl Peptidase IV wurde als Isolat aus humaner Placenta von Calbiochem (Bad Soden) 
bezogen. 

Inkubations-Protokoll 

Microvilli Membranen (0,5- 1 |ig Protein) oder die jeweiUge Ectopeptidase Preparation (€0-300 ng) wurden 
mit 10 jig Peptid (etwa 3 nmol) in 100 |il HEPES Puffer (50 mM, pH 7,4^ welcher 50 mM Nad enthielt, inkubiert 
An vorher bestimmten Zeitpunkten (Dauer bis zu 1 Stunde) wurden die Reaktionen durch Kochen abgebrochen. 
AnschlieBend wurden die Proben zentrifugiert (10 000 x g), mit 150 jd 0,1% TFA verdfinnt und mittels "reversed 
phase" (RP) HPLC analysiert Jede Probe wurde doppelt bestimmt 

HPLC Analyse 

Fflr die IIPLC Analyse wurde ein System mit den folgenden Komponenten verwendet: 
Ene "2248" Niederdruckpumpe (Pharmacia-LKB, Freiburg), ein WISP 10B Autoinjector (Millipore-Waters, 
Eschborn), ein UV-Detektor SP-4 (Gynkotec, Berlin), ein Niederdruck-Mischsystem (Pharmacia-LKB, Freiburg) 
und einer "Program Manager" Software-Steuerung (Pharmacia-LKB, Freiburg). Die Trennungen erfolgten uber 
lichrospher C8, 5 n, 4 x 124 mm (Merck, Darmstadt) mit einem binaren Gradienten mit den Lau&nhteln A: 
0,1% Trifluoressigsaure (TFA) und B: Acetonhril:Wasser:TFA (70 : 293 : M)l Nach der Injektion von 244 pi der 
Probenlosung auf die mit Lauf mittel A equilibrierte Saule, wurden die Inkubationsprodukte mit einem linearen 
Gradienten von 0% auf 80% B in 80 min eluiert und bei 215 nm UV-Absorption detektierL 

Berechnung der Proteolyse-Raten 

Fur jede Inkubationszeit eines jeden Peptides wurden zwei Messungen durchgefuhrt und die mittlere Peak- 
Hohe des Substrat-Peaks gegen die Zeit aufgetragen. Am Beispiel von GLP-1 konnte gezeigt werden, daB die 
Peakhohe linear proportional zur Quantitat des Peptides in der Probenldsung ist Innerhalb der ersten Stunde 
der Inkubation mit den Microvilli-Membranen oder den Peptidasen konnte auBerdem eine lineare Abnahroe der 
Peakhohe mit der Zeit beobachtet werdea Die Proteolyse-Rate wird also durch die Abnahme der H5he des 
Substratpeaks bestimmt und in [junol Substrat/mg Protein/Minute] angegebea 

AbbausUbiBtat von Exendin- Analoga 

[Nle 14 ^ig 30 ]-Exendin-4-(l-30)-NH2 (Seq. ID Nn 3) wurde mit der Neutralen Endopeptidase 24.11 wie oben 
besdirieben inkubiert und die Abbaurate wurde bestimmt Als Kontrolle diente GLPl-<7-36)-NHZ Die Ergeb- 
nisse sind inTabelle 1 aufgefuhrt 

TabeUe 1 

Abbaurate [mM/100 ng/ml 
NEP24.il/min] 

GLPl-<7-36)-NH2 0,0586 
[Nle 14 , Arg^Ex^l -30)-NH 2 Bsp. 1 0,0083 

Messung der ErhShung der cytosolischen Calciumkonzentration in B-Zellen des endokrinen Pankreas (klonale 

B-ZeUinieINS-1) 

Zucht von INS- 1-Zelien (Asfari, M, 1992) 

INS- 1-Zellen werden in RPMI 1640 Medium mit 10% FKS, 10 mM HEPES-Puffer (pH 7,4), 2 mM L-Gluta- 
min, 100 LU. Penicillin/ml, 100 *ig Streptomycin/ml, 1 mM Pyruvat (Natriumsalz) und 50 ^iM 2-Mercaptoethanol 
kultiviert, bei 37°C, in einer Atmosphare von 95% Luft und 5% C0 2 . Nach 6 bis 8 Tagen Wachstum auf 
Kunststoff-Zellkulturplatten werden die subkonfluenten Zellen nach einmaligem Spulen mit PBS (phosphate- 
buffered saline) durch vierminutige Inkubation bei 37° C mit 0,025% Trypsin und 0,27 mM EDTA in isoosmoti- 
scher Salzlosung von der Unteriage abgeldst 

Praparation der Zellen fur Calciummessungen 
Die abgelosten Zellen werden in Spinnermedium (Kulturmedium wie oben, jedoch mit 5% FKS sowie 25 mM 
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HEPES) resuspendiert und bei 37°C zweieinhalb Stundea in einer Spinnerflasche mit Ruhrstab inkubiert 
Danach Entfernung des Mediums durch Zentrifugation und Resuspension der Zellen in SpinnermediunL Dann 
fur 30 Minuten Inkubation bei 37° C mit 2 jiM Fura-2/Acetoxymethylester, unter denselben Bedingungen wie 
zuvor. Die Fura-Beladung der Zellen wird durch einmaliges Waschen der Zellen in Spinnermedium (Raumtem- 
peratur) beendet Danach werden die Zellen in Spinnermedium mit Raumtemperatur resuspendiert (2 x 10 7 5 
Zellen/ral). Aus dieser Suspension werden die ZeDen fur Calciummessungen entnommea 

Messungen der cytosolischen Calciumkonzentration 

Die Messungen erfolgen bei 37° C in einem modifizierten Krebs-Ringer Puffer (KRBH) mit 136 mM NaCl, 4,8 10 
mM KCl, 2 mM CaCl* 1,2 mM MgSO* 1,2 mM KH2PO4, 5 mM NaHCO*, 10 mM Glukose, 250 jiM Sulfinpyrazon 
(zur Heramung von Fura-2 Efflux in das Medium) und 25 mM HEPES-Puffer (mit NaOH auf pH 7,4). Die 
Zellkonzentration betragt 1 —2 x IQP/mL Die Messungen werden in einer mittels Ruhrstab gerQhrten Kuvette 
in einem Spektralfluorimeter bei 37°C durchgefuhrt, mit 1,5 ml Zellsuspensioa ExzitationsweHeniange 1st 
340 nm, EmissionsweUenlange 505 ma Am Ende der Messungen werden 50 (iM MnCfe und darauf 100 jiM 15 
DTPA (Dieethylentriaminpentaacetat) zugegeben, um durch eine vorubergehende Ldschung ^Quenching") der 
Fluoreszenz von extrazellularem Fura den Anteil des extrazellularen Fluoreszenzindikators an der gemessenen 
Fluoreszenz bestimmen zu konnea Nach der Zugabe von DTPA folgt die Oberfuhrung des gesamten Furas 
zunachst in einen calchungesattigten und dann in einen calchimfreien Zustand, zur Ermittlung der Eichwerte 
Fmax (calciumgesattigt) und Fmin (calciumfrei) fur die jeweilige Messung. Dazu werden die Zellen durch Zugabe 20 
von 0.1% Triton X-100 lysiert Durch den Kontakt mit der hohen extrazellularen Calciumkonzentration wird der 
Farbstoff mit Calcium gesattigt Danach werden 5 mM EGTA (Eth^enb^xyeth^ennitrilo)tetraacetat) und 20 
mM Tris-Losung zugegeben, um den Farbstoff vollstandig in die caldumfreie Form zu uberfuhrea 

Die Berechnung der cytosolischen Calchunionenkonzentration erfolgt nach dem von R. Tsien und Mitarbei- 
tern eingefuhrten Algorhythmus (Grynkiewicz, G, 1985): 25 

[Ca'+Jcyt = ((F-FminytFmax-F)) X K D 

(F: Fluoreszenz des jeweiligen MeBpunkts; 

Kd: Dissoziationskonstante des Caldumkomplexes des Fura-2, 225 nM (Grynkiewicz, G., 1985)). 30 

(Vor dieser Berechnung wird eine ^Compensation fur die Anwesenheit von extrazellularem Fura durchgefuhrt 
Dazu wird zunachst der durch Manganzugabe ermittelte Fluoreszenzbetrag (extrazellulares Fura) von den 
Fluoreszenzwerten der Mefipunkte subtrahiert Dann wird Fmax durch die Subtraktion desselben Betrags 
korrigiert SchlieBlich wurde der Korrekturbetrag fur Fmin ermhtelt Dazu wird der durch Manganzugabe 
bestimmte Fluoreszenzbetrag durch den Wert £24 dividiert Der Wert 2£4 war als gerateeigener Proportionali- 35 
tatsf aktor zwischen der Fluoreszenz von calciumgesattigtem und calciumfreiem Fura-2 bei einer Exzhationswel- 
lenlange von 340 nm bestimmt worden (gemessen mit unverestertem, freiem Fura-2). Der so erhaltene Korrek- 
turbetrag wurde von Fmin subtrahiert). 

Die untersuchten Peptide wurden aus tausendfach konzentrierten Losungen (10~ 5 M) in KRBH ohne CaCb 
und Glukose zugegebea 40 

Aktivitat der Exendin-Analoga 

Einige Exendin-Analoga wurden im oben beschriebenen Calcium-Assay an INS-1 Zellen auf ihre biologische 
Aktivitat getestet Die Daten sind beispielhaft in Abbildung 1 als auch in Tabelle 2 gezeigt 45 



50 



55 



60 



65 
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Tabelle2 



oca try ikt M 

ScQ. 10 Nr. 


Konzentrauon aer Peptide 10 m 


A [Ca jcyt 
± SD (n = 4) 


6 


[Arg lw l-Exendin-(1-30)-NH2 


64±8nM 


3 


[Nle 14 , Arg^J-ExendirKI-SO)- NH2 


63±8nM 


8 


[Ala 21 , Arg^ExendirHI-SO)- Nhfe 


61+11nM 


9 


[Ala 2 *, Aig 3, ^Exendin-(1-30)- NHj 


65 ± 15 nM 


10 


[Ala 21,28 , Arg^Exendin-(1-30)- NH 2 


69±30nM 




Kontrolle: 






GLP-1-(7-36)amide 


65±10nM 
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PatentansprQche 

1. Peptid, dadurchgekennzeichnet, daB es die Sequenz 1 oder 2 aufweist 
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SEQ ID NO: 1 



1 5 10 15 

HSDGTFTSDL S KQME EEAV 

20 25 30 

RLFIEWLKNGX 

SEQ ID NO: 2 



15 10 15 

HGEGTFTSD L S KQM E E EAV 

20 25 30 

RLFIEWLKNGX 

wobei X eine proteogene oder nichtproteogene Aminosaure auBer Glycin bedeutet, die Aminosauren in 
Position 1, 2, 28, 29 oder 30 unabhangig voneinander einzeln oder zusammen Teil der Sequenz sein koxmen 
und der N-Terminus durch NRiRadargesteilt wird, wobei 

Rt Wasserstoff, Acetyl, Trifluoracetyl, Adamantyl, Fmoc Z, Boc, Alloc, Q— Ce-Alkyl, C 2 -Cb Alkenyl oder 
Cr-QAralkyL 

R2 Wasserstoff, Acetyl, Trifluoracetyl, Adamantyl, Fmoc, Z, Boc, Alloc, C4— C6-AIkyl C2— Ce Alkenyl oder 

C7— C9 Aralkyl, bedeuten und der C-Terminus durch COR3 dargestellt wird, wobei 

Ra gleicb OR4 oder NR4R5 

mit R4 gleich Wasserstoff oder d — Cs-Alkyl 

mit R5 gleicb Wasserstoff oder Ci — Gs- Alkyl 

bedeutet, sowie deren physiologisch vertraglichen Sake und Ester. 

2. Peptide nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens eine aber hochstens 1 1 der folgenden 
Modifikationen an der Aminosaurekette erf olgt and 

(a) Die a-Aminosaure in Position 1 ist D— His, Ala, D— Ala, Gly, Lys oder D— Lys, wobei Ala, Gly oder 
Lys besonders bevorzugt werden; oder 

(b) Die a-Aminosaure in Position 2 ist Ser, D— Ser, Thr, D— Thr, Gly, Ala, D— Ala, De, D— lie, Val, 
D— Val, Leu oder D— Leu, bevorzugt Ser, Thr, Gly, Ala, Val, De oder Leu; oder 

(c) Die a-Aminosaure in Position 3 ist Glu, D— Glu, Asp, D — Asp, Ala oder D— Ala, bevorzugt Glu, Asp 
oder Ala; oder 

(d) Die Aminosaure in Position 4 ist Ala, D— Ala oder p-Ala, bevorzugt Ala; oder 

(e) Die a-Aminosaure in Position 5 ist Ser, Tyr oder Ala; oder 

(f) Die a-Aminosaure in Position 6 ist Ala, lie, Val, Leu, Cha oder Tyr, bevorzugt Ala, De, Val, Leu oder 
Tyr; oder 

(g) Die a-Aminosaure in Position 7 ist Ala, D— Ala, Tyr, D— Tyr, Ser, D— Ser oder D-Thr, bevorzugt 
Ala, Tyr oder Ser; oder 

(h) Die a-Aminosaure in Position 8 ist Ala, Tyr oder Tim oder 

(i) Die a-Aminosaure in Position 9 ist Ala, D- Ala, Glu, D-Ghi oder D- Asp, bevorzugt Ala oder Glu; oder 
(j) Die Aminosauren in Position 10, 11, 12, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 24, 28, 29, sind unabhangig 
voneinander eine proteinogene oder nicht-proteinogene D-oder L- Aminosaure, bevorzugt eine protei- 
nogene L- Aminosaure; oder 

(k) Die a-Aminosaure in Position 13 ist eine neutrale L- Aminosaure, bevorzugt eine neutrale proteino- 
gene L- Aminosaure; oder 

(I) Die a-Aminosaure in Position 14 wird ersetzt durch eine neutrale L— oder D-Aminosaure auBer 
L-Leudn, bevorzugt durch NIe, D-Nle, Ala, D— Ala, lie, D— He, Val oder D— Val, besonders bevorzugt 
sind He, Val oder Ala; oder 

(m) Die a-Aminosaure in Position 22 ist D-Phe, Tyr, D-Tyr, Leu, D-Leu, Val, D-Val, L-Cha, 
D— Cha, P-l-Nal g-2-Nal oder P- 1-D-Nal, bevorzugt sind Tyr, Leu oder Val; oder 
(n) Die a-Arainosaure in Position 23 ist Leu, D— Leu, D-Ile, Val, D— Val, L-Cha, D-Cha, Tyr, 
D —Tyr, Phe oder D — Phe, bevorzugt sind Leu, Val, Tyr oder Phe; oder 

(o) Die a-Aminosaure in Position 25, 26 oder 27 ist eine neutrale L- oder D-Aminosaure, bevorzugt eine 
neutrale, proteinogene L- Aminosaure; oder 

(p) Die a-Aminosaure in Position 30 ist eine proteinogene oder nicht-proteinogene D- oder L- Amino- 
saure auBer Glycin, bevorzugt Arg, D — Arg, Tyr oder D -Tyr, besonders bevorzugt sind Arg oder Tyr. 

3. Peptid nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB es die Insulinfreisetzung stimuliert 

4. Arzneimittel enthaltend neben ublichen TrSgern und Hilfsstoffen mindestens ein Peptid nach Anspruch 1, 
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2 oder 3. 

5. Verwendung von Peptiden nach Anspruch 1, 2 oder 3 zur Herstellung von pharmazeutischen Zusammen- 
setzungen zur Behandlung von Diabetes. 
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